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【要約】
【背景】悪性黒色腫（MM）は皮膚癌のうち治療困難な腫瘍の一
つであり、近年有病率と生涯罹患率が増加している。MMはゲ
ノム・エピゲノム異常の蓄積によって生じる。ゲノム以上につ
いては 66%の MMでは BRAF変異が見られ、肢端部のMMでは
36%で KIT変異が見られるも慢性露光部の病変ではこの変異は
見られない。TCGAによる大規模なゲノム解析により BRAF、
NRAS、NF1をドライバー遺伝子として示した。エピゲノム異常
については腫瘍抑制遺伝子プロモーター領域の CpGアイランド
の DNAメチル化によるサイレンシングが癌原生の一要因として
知られている。TCGAの報告では DNAメチル化状態に基づき症
例を 4群に層別化し、CpGアイランドにメチル化が見られる群
が正常様の群に比べて予後不良としている。COL1A2や DDIT4L
が進行期のMMでよりメチル化が見られるという報告や、臨床
症例をメチル化に基づきクラスタリングを行ったところ最もメ
チル化が見られた軍が予後不良であったという報告がある。こ
れらの異常メチル化に関する報告は、細胞株由来のものであっ
たり、臨床検体によるものであっても解析したプローブの遺伝
子上の位置や、遺伝子毎のプローブ数を考慮したものではない
ため、DNAメチル化と腫瘍原生の解明はゲノム異常程には解明
されていない。 
そこで本研究では臨床症例 51例の DNAメチル化の解析を行い
MMがメチル化の状態に基づき高メチル化群、低メチル化群の 2
群に層別化されることを発見し、かつ高メチル化群がより腫瘍
が進展しており予後不良であることを見出した。高メチル化群
で最もメチル化の見られた TFPI2のサイレンシングが、これら
表現形と関与している可能性が示唆された。 
【方法】当施設にて 2011年から 2016年の間に加療した悪性黒
色腫 77例のホルマリン固定臨床標本から DNAを抽出し、BRAF、
NRASのホットスポット変異を解析した。解析に十分量の DNA
を得られた 51例についてはさらに Infinium解析という網羅的メ
チル化解析を施行した。この解析はほぼすべての遺伝子を網羅
する 48万か所以上の CpGサイトのメチル化を半定量的に解析
する手法である。その結果より遺伝子毎に代表プローブを定義
し、クラスタリングすることにより層別化と、それを規定する
マーカー遺伝子を抽出した。これらマーカー遺伝子について、
MM細胞株にレンチウイルスベクターを用いることによりノッ
クダウンし、増殖、コロニー形成、浸潤アッセイにて機能解析
を施行した。 
【結果】BRAF変異は 77例中 18例で見られ、慢性日光暴露を受
けない部位の症例の 3分の 2でこの変異が見られた。概ね既報
の傾向と合致していた。77例中 35例と約半数が肢端部病変であ
り、既知のアジア人患者の特徴を有していた。転写開始点（TSS）
から上下 2,000塩基対のプロモーター領域に着目し、TSSに最も
近いプローブを遺伝子代表とし、変動の大きい上位 2,000遺伝子
を用いてクラスタリングを施行した。その結果高メチル化群と
低メチル化群の 2群に層別化された。これらメチル化サブグル
ープと、BRAF、NRAS変異、年齢、部位、潰瘍の有無、ステー
ジ、腫瘍の厚さといった表現形との相関を解析した。腫瘍の厚
さとステージについて高メチル化群では有意に腫瘍が厚く、ス
テージが進行していた。 
メチル化サブグループを規定するマーカー遺伝子を抽出し、全
非メチル化遺伝子が 5,000個、高メチル化マーカー遺伝子が 34
個、腫瘍共通メチル化マーカー遺伝子が 42個、全メチル化遺伝
子が 856個抽出された。それぞれのマーカー遺伝子が含む ES細
胞におけるポリコーム標的遺伝子を比較したところ、高メチル
化マーカー遺伝子は全メチル化遺伝子、全非メチル化遺伝子に
比べて有意にポリコーム標的遺伝子を含んでいた。高メチル化
群にのみメチル化症例が見られる高メチル化マーカー遺伝子に
ついて、Chibaコホートでも TCGAコホートでメチル化症例の多
い TFPI2, P4HTM,ACADL, FRAS1, S1PR1について TCGAデータ
を用いて発現と予後の相関を解析したところ TFPI2でのみ低発
現群が有意に予後不良であった。 
TFPI2につき shRNAを用いたノックダウン実験を通して機能解
析を行った。増殖アッセイではノックダウン細胞はコントロー
ルに比べて有意に増殖亢進を示していた。コロニー形成アッセ
イでは、画像解析により 200ピクセル以上のコロニーについて
数に有意差はなかったもののノックダウン細胞の方がより大き
なコロニーを形成していた。そこで 400ピクセル以上の大きな
コロニーのみを計測するとノックダウン細胞の方がより多くの
コロニーを形成していた。浸潤アッセイについても、ノックダ
ウン細胞が浸潤の亢進を呈していた。 
【考察】MMにおける DNAメチル化についての研究は、MMと
良性の母斑を比較したものや DNAの部位によらない層別化報告
が散見された。本研究では、遺伝子プロモーター領域に着目し、
TSS最寄りのプローブを扱うことにより MM症例を DNAメチル
化状態に基づき 2群に層別化し、高メチル化群が腫瘍の進展と
予後不良に関与していることを示した。これらメチル化サブグ
ループを規定する遺伝子を抽出し、最もメチル化症例の見られ
た TFPI2のノックダウンが増殖亢進と浸潤亢進を誘導すること
を示した。 
MM以外の癌種、大腸癌、胃癌、咽頭癌でもプロモーター領域
のメチル化状態に基づき層別化されることが報告されている。
これらの癌によりメチル化される遺伝子は ES細胞におけるポリ
コーム標的遺伝子を多く含む。EBウイルス陽性胃癌では例外的
にポリコーム標的遺伝子以外にも広くメチルが見られる。本研
究でも他癌種と同様に高メチル化マーカー遺伝子ポリコーム標
的遺伝子を多く含むことを示した。DNAメチル化と表現形の相
関については BRAF、NRAS変異といったゲノム異常とは相関が
見られなかったが、高メチル化群では腫瘍は厚く予後不良であ
った。TCGAをはじめとした既報の臨床症例の層別化研究でも
高メチル化群と予後不良の相関がみられており、本研究では下
流遺伝子の発現抑制に関与すると考えられるプロモーター領域
の TSS最寄りのプローブに着目し、これら既報に合致する結果
を得られた。MMにおける腫瘍抑制遺伝子のメチル化サイレン
シングについては COL1A2, DDIT4Lについて進行期腫瘍でより
メチル化が見られており、DDIT4Lは本研究でも高メチル化マー
カー遺伝子として抽出された。高メチル化マーカー遺伝子のう
ち、最もメチル化症例の多い TFPI2は低発現と予後不良が相関
していることを発見した。TFPI2のメチル化は原発巣より転移
巣においてより見られるという報告もある。TFPI2のノックダ
ウンにより、細胞増殖と浸潤の亢進が示された。これらの結果
より TFPI2のメチル化サイレンシングが高メチル化群MMの腫
瘍進展に重要な役割を担っており、腫瘍進展と予後不良に関与
していることが示唆された。 
MMにこれらの DNAメチル化を引き起こす要因はまだ明らかで
はない。IDH1/2 などのエピゲノム調節に関わる遺伝子の変異や、
紫外線暴露などが候補として考えられる。TCGAの報告では高
メチル化群に有意に IDH1と ARID2の変異が多くみられた。こ
れらの変異や環境要因の DNAメチル化への影響につきさらなる
解析が必要である。 
【結論】 
悪性黒色腫はメチル化の状態に応じて高メチル化群と低メチル
化群の 2群に層別化され高メチル化群では厚い Tumor thickness
と予後不良に相関していた。高メチル化群の悪性黒色腫の中に
は TFPI2のメチル化サイレンシングが癌原性に寄与するものが
存在することが示唆された。 
 
